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1. WSTEP

1,1. Przedmiot normy.
krobiologiczne metody badania pé#produktéw, goto-
wych wyrobéw ciastkarskich i piekarskich oraz
spos6b okreslania ich trwatosci (préba termosta-
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NORMA BRANZOWA

Wyroby piekarskie i ciastkarskie

Mikrobiologiczne metody badan

Przedmiotem normy sa mi-

Opakowanie proébki oraz protokét Jej

stugujac sie wyjatowionym sprzetem

stawionymi w tabl.2na str.2. Prébki wyrobéw
duktéw nalezy pakowa¢ bezposrednio po pobraniu.
pobrania po-
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Grupa katalogowa XI

p- 1). Sposb6b pobierania proébki, jej wielkos¢ i
opakowanie powinny by¢é zgodne z warunkami
lub pétpro-

1 39

(zatacznik 2

przed-

towa) . R
winny by¢ zgodne z PN-69/A-74250.
1.2. Rodzaje metod badahn 1 zakres stosowania -
wg tabl. 1. 2.1.2. Przechowywanie proébek. Proébki poé4produk-
Tablica 1 tow i1 wyroby ciastkarskie powinny by¢é przekazane
natychmiast po pobraniu do badan mikrobiologicz-
Lp- Metody badar Zastosowanie nych. Prébki, ktére ze wzgledu na transport nie
L Posiewy mikrobio- E;’):z;ci)gukty i wyroby ciast- moga by¢ przekazane do badan w ciggu 1 godz, po-
logiczne winny by¢ umieszczone w temperaturze 0-4°C i do-
- butka tarta starczone do badania w czasie nie dtuzszym niz
- pieczywo o przedtuzonej 4 godz.
trwatosci w opakowaniach
) Proba termostato- Jednostkowych 2.2. Pobieranie probki butki tartej do posiewow
wa - wyroby ciastkarskie nietrwa- mikrobiologicznych. Bukka tarta do posiewow mi-
+e w opakowaniach Jednostko- K ~ _ R B
wych krobiologicznych powinna by¢ pobierana zgodnie z
- pieczywo pszenne PH-72/A-74001. Opakowanie probki powinno spe#niac
1,3. Zakres stosowania normy. Metody badan be- warunek Jatowosci (zatgcznik 2 p. 1).
dace przedmiotem normy, majg zastosowanie przy 2.3. Pobieranie probek pieczywa iwyrobow ciast-
badaniu pétproduktéw ciastkarskich i piekarskich karskich do wykonania préby termostatowej . Pie-
w toku ich produkcji i obrocie. czywo oraz wyroby ciastkarskie nietrwate w opako-
waniach Jednostkowych do wykonania préby termo-
2. SPOSOB POBIERANIA PROBEK statowej powinny by¢ pobierane w liczbie 3 sztuk

2.1. Pobieranie proébek wyrobéw gotowych i p6#-
produktéw ciastkarskich do posiewow mikrobiolo-

gicznych

zgodnie z PH-70/A-74104 i

Pobrane proébki powinny by¢ bezposrednio,

z kazdej partii z zachowaniem pozostatych wymagan
PN-69/A-74250.

a naj-

p6ézniej w ciagu 4 godz, przekazane do badania.

2.1.1. Sposb6b pobierania, wielkos¢ i opakowanie
podproduktéw ciastkar- Wielkos$¢ jpréobki do badan mikrobiologicznych o-

prébki. Proébki wyrobéw i
skich nalezy pobieraé¢ losowo, metodag na $lepo, po-  Faz sposob pobierania i opakowania - wg tabl. 2.

Zgtoszona przez Zaktad Badawczy Przemystu Piekarskiego

Ustanowiona przez Dyrektora Zaktadu Badawczego Przemystu Piekarskiego dnia 20 lutego 1976 r.
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gatlloa 2
Lp- Produkt badany Wielkos$¢ proébki Sposéb pobierania proébki Sposéb opakowania probki
Wyroby na wage o masie jedno-
1 stkowej do 30 g 300 g
z réznych miejsc partii
2 Wyroby o masie jednostkowej 7 sztuk lecz nie
30*100 g mniej niz 300 g
3 Wyroby i poédprodukty wypieka- bezposrednio w jatowy papier
ne o masie jednostkowej 300 g pergaminowy lub folie alumi-
. niowg, a nastepnie czysty
powyzej 100 g R - - - pojemnik np. z tworzywa
- torty 300 g z jednej przez wykrojenie od $rodka Syntetyczneqo
sztuki czesci wyrobu o ksztakcie klina 4 4 g
- placki, strucle, mazurki, 300 g z 3 sztuk przez wykrojenie kawatkow
keksy, serniki wzdduz osi poprzecznej z po-
szczeg6lnych sztuk wyrobu
- kapsle, spody, ranty, itp. 300 g z 3 sztuk przez wykrojenie kawatkéw o
p64produkty wypieczone ksztakcie zaleznym od fomy
produktu z poszczeg6lnych
sztuk
4 Pé4produkty na wage
- kremy, masy, ciasta surowe, 300 g z réznych miejsc partii z
pomady, glazury, kruszonki uwzglidnleylgm wars:wy . Jatowe shoiki, szczelnie za-
zewnetrznej 1 wewnetrznej mykane (ze szlifem lub inne)
- syropy, konfitury, przeciery 300 g z réznych miejsc partii po
owocowe uprzednim wymieszaniu
- polewy, galaretki 300 g przez wykrojenie kawatkow z
réznych miejsc
3. METODY BADAN tozy€. Zawartos¢ probowki doktadnie wymieszaé, po-

stugujac sie nowg pipeta, przez 10-krotne wycig-
ganie ptynu (w czesci dolnej probéwki) i1 wydmu-
chiwanie (nha powierzchni pdynu) lub przez wykony-

3.1. Posiewy mikrobiologiczne
3.1.1. Przygotowanie proébki do badan

3.1.1.1. Rozdrobnienie proébki. Préobka poétpro- wanie 10 ruchéw okreznych ditonig z zamknieta pro-
duktoéw lub wyrobéw nalezy Z zachowaniem warunkéw béwka (tak aby nie zamoczy¢ korka), a nastepnie
jatowosci przenies¢ do wyjatowionego (zatacznik 2 przenies¢ 1 ml do kolejnej probéwki z 9 ml roz-
p- 2) pojemnika mdynka huraganowego (rozdrabniacz tworu fizjologicznego i postepowac analogicznie
GM-2) i rozdrobni¢ w ciggu 3*5 s w zaleznosci od jak poprzednio. W ten spos6b mozna dowolnie zwiek-

rodzaju materiatu. W braku rozdrabniaoza proébke szy¢ rozcienczenie produktu, uzyskujac w Kkazdej
og6lng rozetrze¢ doktadnie w jaktowym mozdzierzu nastepnej probéwce rozcienhczenie 10-krotnie wiek-
porcelanowym do uzyskania jednorodnej masy. sze od poprzedniego. Jednoczesnie z  przygotowy-

3.1.1.2. Homogenizacja prébki. Z rozdrobnionej waniem nastepnego rozcieficzenia nalezy  wykonaé

prébki odwazy¢ 20 g i przenies¢ z zachowaniem wa- posiewy, postugujac sie ta samg pipeta (najpierw

P - - - - nalezy przenies¢ 1 ml badanego rozcienczenia do
runkéw jatowosci do jatowego naczynia homogeniza-

tora (zatacznik 2 p. 2). Nastepnie doda¢ 9-krotng
ilos¢, tj. 180 ml ptynu do rozcienczenia (zatacz-
nik 3 p. 1.2) i homogenizowa¢ przez 2t3 min, tak

kolejnej probéwki z roztworem Fizjologicznym, a

nastepnie po 1 ml do ptytek lub probéwek).
3.1.2. Rodzaje oznaczen 1 warunki posiewéw - wg

B ) ~ , tabl. 3.

aby uzyskac og6lng liczbe obrotéw 15 000 + 20 000. 3.1.3. Oznaczanie ogélnej liczby drobnoustrojoéw

Otrzymany w ten sposob homogenizat stanowi pod- tlenowych, mezofilnych
stawowe 10-krotne rozcienczenie produktu, z Kkto- 3.1.3.1. Wykonanie posiewu. Przed przystapie-
rego w zaleznosSci od potrzeb sporzadza sie dalsze niem do wkasciwych posiewéw nalezy dermatografem
rozcienczenia lub bezposrednio wysiewa na odpo- zaznaczyé na kazdej phytce: numer préby, rozciefi-
wiednie podtoza. czenie, date wysiewu i rodzaj podtoza.

Przed przystagpieniem do sporzadzania dalszych Z 3 kolejnych rozcieAczed 1:100, 1:1 000,
rozcienczen lub posiewéw nalezy odczeka¢ 10 min, 1:10 000, przygotowywanych zgodnie z 3.1.1.3 prze-

aby nastagpito oddzielenie warstwy ptynnej od sta- niesé pipeta po 1 ml materiatu réwnolegle na 2
tej. Do dalszych rozcienczen lub posiewéw pobiera phytki Petriego.

sie ptyn znad osadu. Badany materiat zala¢ (najpozniej po 20 min)

3.1.1.3. Przygotowanie rozcienczen. Z przygoto- rozpuszczonym i ostudzonym do temperatury 45-r50°C
wanego wg 3.1.1.2 homogenizatu pobra¢ jatowa pi- agarem z ekstraktem drozdzowym (zakacznik 3 p.2.3)
peta 1 ml materiatu i przenies¢ do probowki za- w ilosci okoto 15 ml. Pozywke wymieszaé¢ doktadnie
wierajacej 9 ml roztworu fizjologicznego (zatacz- z materiaktem badanym, poruszajac ostroznie zam-
nik 3 p. 1-3), uwazajac, aby nie zanurzyC pipety. knieta ptytka w kierunkach wzajemnie prostopad-

Po jej samoczynnym opréznieniu pipete nalezy od- +ych.
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Tablica 3
Warunki inkubacji
Lp. Rodzaj oznaczenia Wysiewane rozcienczenia Rodzaj podtoza temperatura czas
(4% (godz)
1 2 3 4 5 6
1 Ogoélna liczba drobnoustro- (1:10)D 1:100, .
Jjow tlenowych mezofilnych 1:1 000, 1:10 000, ggg‘; ; ekstraktem droz 30 72
w 1 g produktu (1:100 000)s) Y
1:10, 1:100, 1:1 000, podtoze z zo6kcig i ziele- a7 48
2 MLano coli (1:10 000)2) nig brylantowa
3 Liczba przetrwalnikéw
Bacillus cereus w 1g 1:10, 1:100 agar z zottkiem jaja 30 72
produktu
4 Liczba przetrwalnikéw N N -
tlenowych bakterii anylo- 1:10, 1:100, agzgm:ﬁaskrobla‘wg 37 48
litycznych 1 g produktu (1:1 000)2)
5 Wykrywanie obecnosci
gronkowcéw koagulazo-do- 1:10 zgodnie z M-75/A-04024
datnich w 0,1 g produktu
6 Wykrywanie obecnos$ci pa- - podtoze SF 37 24
+eczek Salmonella i rozdrobniona prébka (G g) - podtoze z czterotionianem
Shigella w 5 g produktu sodu 37 24
7 Miano beztlenowych lase-
czek (dla produktéw w 1x10, 1:100* podtoze Wrzoska 37 24+48
hermetycznych opakowaniach
8 liczba pleé$ni i drozdzy w . R . aoar na brzeczce
1 g produktu ino-, 1:100, 1:1 000 g Zecz 30 48+72
DWysiewa¢ w przypadku produktédw o niskim stopniu zakazenia.
2) Wysiewa¢ w przypadku produktéw podejrzanych o wysoki stopien zakazenia.
Po zestaleniu agaru, pdytki odwrécone dnem do 3.1.4.2. Odczytanie 1 interpretacja wyniku.

gory, wstawi¢ do cieplarki
72 godz.

o temperaturze 30°C na

3.1.3.2.
okresie

Odczytanie i
ptytki

czenia przeznaczy¢ te, na ktoérych liczba
waha sie w granicach 30 * 300. Przy
nalezy zaznaczy¢ je dermatografem, aby unik-
naé¢ pomydek. Przy obliczeniach za podstawe przy-
kolonii na 2

inkubacji nalezy obejrze¢, a do li-
kolonii
liczeniu ko-

lonii

ja¢ Srednig arytmetyczng z liczby
rownolegtych ptytkach, pomnozy¢ przez rozciencze-
nie, i1los¢ wysiewanego materiatu na piytke i wy-
nik koncowy odnies¢ do 1 g produktu.

Jezeli liczba kolonii na wszystkich pdtytkach
jest mniejsza niz 30,
uzyskany z najnizszego rozcienczenia. Jezeli licz-
ba kolonii na wszystkich pltytkach jest wyzsza niz

wowczas nalezy podaé¢ wynik

300, woéwczas nalezy poda¢ wynik otrzymany z naj-
wyzszego rozcienhczenia przez policzenie kolonii
wyrostych na wycinku kota, np, na *4 i odnie-

sienie do catosci.

3.1.4. Oznaczanie miana coli

3.1.4.1. Wykonanie posiewu. Z 3 kolejnych
cienczen 1:10, 1:100, 1:1 000 przygotowanych zgod-
nie z 3.1*1.2 i 3.1*1*3 przenies¢ po 1 ml badane-
go materiatu do probéwek z podtozem z zo6dcig i
zielening brylantowg (zatacznik 3 p. 2.4).
Probowki z posiewami umiesci¢ w cieplarce o tem-

peraturze 37°C na 48 godz.

interpretacja wyniku. Po

roz-

Wzrost na pozywce oraz wystepowanie
Durhama wskazuje na obecnos$¢ bakterii
Ii.

Dla potwierdzenia wyniku z 2 ostatnich proboéwek;
w ktorych stwierdzono gaz, pobra¢ ezg nieco mate-

gazu w rurce

Z grupy co-

riatu i przenies¢ na powierzchnig dobrze obsuszo-
nego podtoza Endo (zatacznik 3 p. 2.5).

Wykona¢ posiew redukcyjny, aby otrzyma¢ poje-
dyncze kolonie.

Inkubacje prowadzi¢ w temperaturze 37°C przez
48 godz.

Pateczki z grupy coli rosng na podtozu Endo w
postaci kolonii rézowych lub czerwonych 2z meta-

licznym potyskiem.

Z charakterystycznych kolonii nalezy sporzadzic
preparat mikroskopowy barwiony metoda Grama (za-
+acznik 4). z grupy coli nalezg do drob-
noustrojow Gram-ujemnych. Jako miano podac
ostatnie rozcienczenie, w ktérym przy posiewie na
pozywke z zO4ciag i zielenig brylantowa stwierdzo-
no obecno$¢ pateczek z grupy coli, potwierdzong
przez wzrost na poddozu Endo i barwienie metoda
Grama. Przy braku wzrostu w najnizszym stezeniu
nalezy poda¢ miano, ktére nie moze bhy¢ wieksze
niz 0,1. W przypadku dalszych badan w celu okres$-
lenia miana Escherichia coli, nalezy ze wszyst-
kich posiewéw dodatnich, na poddozu 2z zo6dcig i
zielenig brylantowa, przesia¢ hodowle do probdéwek
z nowym poddtozem z zb6dcig i zielenig brylantowg

Pateczki
coli
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oraz do probéwek z woda peptonowag (zatacznik 3
p- 2.6). Posiewy inkubowa¢ w 4azni wodnej
peraturze 44 d;0,5°C w cigagu 48 godz. Po
inkubacji do probéwek z woda peptonowg doda¢ o-
stroznie, pare kropli
odczynnika Kovaca (zatacznik 3 p. 1.8). Powstanie

o tem-

okresie
nawarstwiajac po Sciance,
rézowego pierscienia sSwiadczy o obecnosci indolu
(wynik dodatni). Wytwarzanie gazu na podtozu z
z64cig i1 zielenig brylantowg w temperaturze 44°C
oraz dodatnia préba na indol $Swiadczg o obecnosci
Escherichia coli. Jako miano Escherichia coli po-
da¢ ostatnie rozcienczenie, w ktérym stwierdzono
obecno$¢ tych pateczek przy posiewie na podtozu z
z64cig i1 zielenig brylantowg potwierdzona probg
na indol.

3.1.5. Oznaczanie liczby przetrwalnikéw Bacil-
lus cereus

3.1.5.1. Wykonanie rozcienczenia
1:10, przygotowanego zgodnie z 3.1.1.2 przelac¢

jatowo okoto 100 ml homogenizatu do stoika pojem-

posiewu. Z

nosci 200 ml z doszlifowanym korkiem, doda¢ pe-
retki szklane (G 4 10 sztuk) i doktadnie
sza¢. Skoik umiesci¢ w 4azni wodnej w temperatu-
rze 80°C i stale
przez 20 min. Po ogrzaniu mieszanine ostudzié¢, wy-
kona¢ dodatkowe rozcienczenie (1:100) zgodnie z
3.1.1.3 i po 0,1 ml z rozcienczen 1:10 i 1:100
przenies¢ na powierzchnie dobrze obsuszonego pod-

wymie-

mieszajac zawartos¢ ogrzewac

toza z agarem i1 zottkiem jaja (zatacznik 3 p.2.7)

oraz dodatkowo z rozcienczenia 1:10 posiac po
0,5 ml na dwie phytki, aby obliczy¢ liczbe kolo-
nii w przypadku matego zakazenia produktu przez

Baciuus cereus. Natychmiast rozprowadzi¢ materiat
na catej powierzchni ptytki za pomoca wysteryli-
zowanej w alkoholu i opalonej gtaszczki.

Inkubacje prowadzi¢ w temperaturze 30°C przez

48 + 72 godz.

3.1.5.2. Odczytanie i
dejrzane o przynaleznos¢ do Bacillus cereus sg te
kolonie, wokét ktérych wystepuje
straconych kwaséw tduszczowych. W razie obecnosci
takich kolonii wykona¢ preparat mikroskopowy bar-

interpretacja wyniku. Po-

matowa strefa

wiony metoda Grama (zatacznik 4). Bacillus cereus
jest laseczka Gram-dodatnig.
Dla potwierdzenia wynikoéw nalezy przesiac
wszystkie podejrzane kolonie przez dotkniecie ich
drucikiem i przeniesienie materiatu sposobem punk-
towym na ptyte z agarem z Kkrwig (zatacznik 3
p- 2.8). Posiewy inkubowa¢ w temperaturze 30°C
Kolonie Bacillus cereus na pod¥ozu

strefg oatkowitej hemolizy

przez 72 godz.
z krwig sa otoczone
(odbarwienie podtoza).

3.1.6. Oznaczanie liczby przetrwalnikéw bakte-

rii tlenowych amylolitycznych

3.1.6.1.
pasteryzowanego i ostudzonego zgodnie z 3.1.5.1
wykona¢ dodatkowe rozcienczenie (1:100) zgodnie z
3.1.1.3 i po 1 ml z rozcienczeniem 1:10, 1:100

Wykonanie posiewu.Z rozcienozenia 1:10

przenies¢ rownolegle na 2 plytki Petriego i zalac¢
agarem ze skrobig wg Waksmana (zatacznik 3 p.2.9).

Posiewy inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez
48 godz.

3.1.6.2. Odczytanie i interpretacja
okresie inkubacji ptytki zala¢ roztworem
(zatacznik 3 p. 1.3). Kolonie bakterii
tycznych otoczone sg jasng strefg w wyniku
ktadu skrobi.

wyniku. Po

Lugola
amyloli-
roz-

3.1.7. Wykrywanie obecnosci gronkowcéw koagula-
zo-dodatnich w 0,1 g produktu - wg PN-75/A-04024

3.1.8. Wykrywanie obecnosci pateczek Salmonella
i Shigella w 5 K produktu

3.1.8.1. Wykonanie posiewu. Z proébki rozdrob-
nionej zgodnie z 3.1.1.1 odwazy¢, postugujac sie
jatowym skalpelem, po 5 g produktu i przeniesc¢:
a) do kolby z podtozem SP (zatacznik 3 p. 2.10)
b) do kolby z podtozem

(zatacznik 3 p. 2.11). Zawartosé

z czterotionianem sodu
kolb wymieszac,

inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 24 godz.

3.1.8.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. Z
ptynnych podtozy namnazajacych wykonaé¢ eza posiew
redukoyjny (tak aby uzyska¢ pojedynoze “kolonie)
na podtoza SS (zatacznik 3 p. 2.13) oraz Mac Con-
keya (zatgcznik 3 p. 2.12) lub Sottysa (zatacznik
3 p. 2.14). Posiewy z obu podtozy piynnych wyko-
nywa¢ na 1 plytce podtoza statego, przeznaczajac
na hodowle pochodzaca z jednej kolby potowe po-
wierzchni phytki. Posiewy inkubowaé w temperatu-
rze 37°C przez 24 godz.

Na podtozu SS pateczki Samonella i Shigellatwo-
rza drobne wypukte kolonie o brzegach
Kolonie pateczek Shigella sa przejrzyste,
podtoza lub lekko rézowe. Pateczki Salmonella ro-
sng podobnie, lecz ich kolonie sg bardziej zo6tte
i gdy wytwarzaja duze ilosci siarkowodoru,
kolonii jest zaczerniony.

Na poddtozu Mac Conkeya pateczki
Shigella tworzg bezbarwne, przejrzyste kolonie.

Na podtozu Sottysa pateczki Salmonella rosng w
postaci suchych ptaskich kolonii o brzegach po-
strzepionych, koloru nieco jasniejszego niz pod-
+oze lub tworzg kolonie kremowozétte, odbarwiajac
podtoze dookota kolonii od jasnozielonego
do kremowego. Podtoze to hamuje wzrost pateczek

réwnych.

koloru

Srodek

Salmonella i

koloru

Shigella.
Podejrzane kolonie nalezy dalej
zgodnie z PN-64/A-04023.

identyfikowac

3.1.9. Oznaczanie miana beztlenowych laseozek

(przetrwalnikujacych i nleprzetrwalnikujacych)

3.1.9.1. Wykonanie posiewu. Z
i 1:100 przygotowanych zgodnie 2z 3.1.1.2 i z
3.1.1.3 przenies¢ po 1 ml badanego
probéwek ze zregenerowanym (przez "10 min ogrzewa-
nie w temperaturze 80°C) podtozem Wrzoska (za-

materiatu do

+acznik 3 p. 2.15), wprowadzajac piyn pod warstwe

parafiny. Z kazdego rozcienczenia posiewaé po 2

rozcienczen 1:10
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proboéwki,
10 min w temperaturze 80°C w

jedna z nich po posiewie ogrzewac¢ przez

oelu zabicia form
wegetatywnych.
Posiewy inkubowaé

48 + 72 godz.

w temperaturze 37°C przez

3.1.9.2. Odczytanie i
przypadku wykrycia gazu pod parafing wykona¢ pre-
parat barwiony metodg Grama (zatacznik 4). W przy-
padku stwierdzenia laseczek Gram-dodatnich wyko-
Pipeta pasterowska pobra¢ =z

interpretacja wyniku. W

na¢ dalsze badania.

dna probéwki nieco materiatu i przenies¢ na ptyt-
ke Petriego,
peratury 45°C podtozem Wilson-Blaira (zatacznik 3

p- 2.18).
Po zastygnieciu

zala¢ grubg (okoto 2 cm) warstwg agaru wodnego
(zatacznik 3 p. 2.17) lub hodowa¢ w anaerostacie
w celu stworzenia warunkéw beztlenowych. Posiewy
inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 48 godz. Za-
czernienie catego podtoza lub wokét kolonii Swiad-
laseczek

ostat-

ktoéra zalewa sie ostudzonym do tem-

podtoza Wilson-Blaira plytke

czy o obecnosci beztlenowcéw. Jako miano

beztlenowych nieprzetrwalnikujacych podac

nie rozcienczenie, w ktérym stwierdzono gaz na

podtozu Wrzoska w szeregu probowek nie ogrzanych

po posiewie, przy braku wzrostu w szeregu probo6-

wek po ogrzaniu. Jako miano laseczek beztlenowych

przetrwalnikujacych poda¢ ostatnie rozcienczenie,
w ktérym stwierdzono gaz na poddozu Wrzoska w

szeregu proboéwek ogrzanych po posiewie.

3.1.10. Oznaczanie liczby plesni 1 drozdzy

3.1.10.1.1Wykonanie posiewu. Z 3 kolejnych roz-

cienczen: 1:10, 1:100, 1:1 000, przygotowanych
zgodnie z 3.1.1.2 i z 3.1.1.3 przenies¢ po 1 ml
badanego materiatu réwnolegle na 3 plytki Petrie-
go i zala¢ rozpuszczonym agarem na brzeczce (za-
+acznik 3 p. 2.19).

Posiewy inkubowa¢é w temperaturze 30°C przez
72 godz, a w przypadku braku wzrostu do 5 dni.

3.1.10.2. Odczytanie
serwacje wzrostu koloni
celu uchwycenia wkasciwego momentu ioh

i interpretacja wyniku.Ob-
i prowadzi¢ co 24 godz w
rozwoju,

umozliwiajacego doktadne policzenie.

Za wynik wkasciwy nalezy przyjac

Jednej phytki, na ktérej wy-
nie bierze sie pod uwage. Oddziel-
i plesni, w watpliwych

Srednig z 2
zblizonych wynikéw.
rosty plesnie,
nie liczy¢ kolonie drozdzy
lupa.

Préba termostatowa

przypadkach postuzy¢ sie
3.2.

3.2.1.
plesniowych

Préba termostatowa na wykrywanie zakazen

3.2.1.1. Wykonanie oznaczania. Prébke pobrang

zgodnie z 2.3 umiesci¢ w cieplarce w temperaturze

30°C. Czas trwania proby termostatowej powinien
odpowiadac:

a) w kontroli trwatosci - okresowi trwatosci u-
stalonemu dla danego wyrobu,
dla nowych

plesnienia lub

b) przy ustalaniu trwatosci wyrobow

- okresowi wystgpienia objawow

przewidywanemu okresowi trwatosci.

3.2.1.2. Odczytanie i interpretacja wyniku. Brak
objawéw plesnienia w okresie odpowiadajacym trwa-
+osci badanego wyrobu nalezy uzna¢ za wynik ujem-
ny (-). Wystgpienie widocznych gotym okiem ognisk
plesni o réznej barwie przed uptywem zaktadanego
okresu proéby termostatowej nalezy uznaé
dodatni (+).
wyrobéw za okres trwatosci
dni, od zapoczatkowania
ciggu ktoérych nie stwierdzono objawéw plesnienia.
sposréd 3 termostatowanych opakowan stano-

laboratoryjng jedno wykaze objawy

za wynik
Przy ustalaniu trwatosci
nalezy
préby termostatowej, w

dla nowych

uzna¢ liczbe

Jezeli
wigcych proébke
plesnienia (wynik dodatni), ogélny wynik proéby

termostatowej nalezy uzna¢ za dodatni.

3.2.2. Préba termostatowa na wykrywanie zakazen
tlenowymi bakteriami przetrwalnikujacymi amyloli-
tycznymi. powodujacymi choroby ziemniaczana pie-
czywa

3.2.2.1. Wykonanie oznaczenia. Z proéby labora-
toryjnej pobranej zgodnie z 2,3 wykroi¢ czystym,
opalonym nozem ze Srodka kazdej sztuki 1 kromke o

grubosci 3 cm (dacznie 3 kromki) i umiescié¢ w ja-

+owym stoju, po czym wstawi¢ do cieplarki o tem-
peraturze 37°C.

Czas trwania proby termostatowej do 72 godz. Po
24 godz wyjac¢ stoik z cieplarki, otworzy¢ =z za-
chowaniem warunkéw jatowosci, ocenié¢ zapach préby
oraz stan miekiszu przez roztamanie jednej z kro-
prébe nalezy
nalezy

zmian

Jezeli
termostatowac¢ dalej.
przeprowadzi¢ po 48 godz, a w razie

mek . nie obserwuje sie zmian,

Ponowne ogledziny
braku

po 72 godz.

3.2.2.2.
stapienie w jednej z kromek ciggliwosci lub ma-
jego konsy-
stencji potaczone z wystgpieniem charakterystycz-
nego estrowego zapachu, lub bez zapachu
traktowa¢ jako wynik dodatni préby (+).

Wystapienie powyzszych objawéw zepsucia pieczy-

Odczytanie i interpretacja wyniku. Wy-

zistosci miekiszu, lub rozluznienie

nalezy

wa w czasie proby termostatowej $Swiadczy o znacz-
nym zakazeniu mgki tlenowymi amylolitycznymi ba-

kteriami przetrwalnikujacymi i koniecznosci zasto-
sowania odpowiednich $rodkéw technologicznych. Im
szybsze sg objawy zepsucia tym wyzszy stopien za-

kazenia maki.

KONIEC

Zakaczniki

Informacje dodatkowe
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APARATURA SPRZET I MATERIALY POMOCNICZE

1. Pobieranie proébek

Noze, #dopatki, 4+yzki, szczypce.

Stoiki zamykane na szlif lub inne szczelnie za-
mykane pojemnosci 500*1000 ml.

Pojemniki plastikowe z pokrywg o wymiarach okoto

30X 20X 15 om.

Papier pergaminowy lub folia aluminiowa.

2. Przygotowanie proébki do badan

M#ynek huraganowy (rozdrabniacz GM-2).
Homogenizator Unipan typ 302 lub 1inny réwno-
rzedny np. ''Stomacher™.

Mozdzierz porcelanowy o $rednicy 20 cm z thucz-

kiem.

3. Wykonywanie posiewéw mikrobiologicznych i ba-
dan mikroskopowych

Cieplarka z termoregulacja o
+1°C.

Cieplarka z termoregulacja o
+1°C.

Anaerostat.

temperaturze 30

temperaturze 37

taznia wodna o temperaturze 80°C.

Lupa o 8-krotnym powiekszeniu.

Mikroskop biologiczny z obiektywem imersyjnym.
bakteriologiczne o wymiarach 1,6X18 cm.
Pipety 10 ml.

Pipety serologiczne 1 ml.

Probowki

Phytki Petriego o Srednicy 10 cm.
Stoiki z doszlifowanym korkiem 200 ml.
Rurki Durhama.

Szkietka przedmiotowe.
Szkietka przykrywkowe.

PRZYGOTOWANIE APARATURY,

1. PRZYGOTOWANIE SPRZETU I MATERIALOW BO
POBIERANIA 1 OPAKOWANIA PROBEK

Drobny sprzet do pobierania prébek (dyzki,

szczypce itp.) nalezy wyjatowi¢, po wuprzednim

szczelnym zapakowaniu w papier, w

ciggu 2 godz w temperaturze 160°C) lub autoklawie

(w ciggu 0,5 godz. w temperaturze 121°c). Mozna
réwniez jatowic przez zanurzenie w skazonym alko-

noze,

suszarce w

holu i ostrozne opalanie bezposrednio przed uzy-
ciem.

Stoiki jatowic zgodnie z warunkami mycia i wy-
jatowienia szkda laboratoryjnego wg 3.3. Papier

lub folie nalezy jatowic po ztozeniu w niewielkie
pakiety w suszarce w ciggu 2 godz w temperaturze
130°C. Pojemniki plastykowe jako opakowania po-
Srednie powinny by¢ doktadnie wymyte i osuszone.

ZALACZNIK 1
Peretki szklane.
Skalpel.
Pipety pasterowskie wykonane z rurek szklanych
ze szkda neutralnego, ditugosci 15 cm i Srednicy

0,6 cm, z waty.
Z kazdej rurki uzyskuje sie 2 pipety pasterowskie
przez silne ogrzanie rurki palnikiem w $rodku jej

zamknietych z obu stron koreczkami

dtugosci i wyciagniecia w kapilare.

Gtaszczki szklane wykonane z precikéw szklanych
o Srednicy 0,35 cm i ddugosci 20 cm poprzez zgie-
cie pod katem prostym 3 om odcinka koncowego. Kon-
ce precikéw szklanych powinny by¢ zaokraglone. Eza
(oczko platynowe) platynowego

(lub czesciej tantalowego) umieszczonego

wykonana z drucika
w obsa-
dzie. Wolny koniec zawija sie w ksztalcie kotka o

Srednicy 2*5 mm.

4. Przygotowywanie podtozy
Wiréwka 3000 obr/min.
Pehametr.

Lodéwka ..

Waga techniczna.

Waga analityczna.

5. Sterylizacja podt6z i szkta

Autoklaw.

Aparat Kocha.

Suszarka z termoregulacja o temperaturze 160 *
180°C.

Filtr bakteriologiczny: aparat z
lub aparat do saczkéw membranowych
Ii 5
da.

sgczkami  EK
i saczkami Co-
lub Swieca Berkefelda lub Swieca Chamberlan-

ZALACZNIK 2

SPRZETU 1 SZKEA LABORATORYJNEGO DO BADAN MIKROBIOLOGICZNYCH

2. PRZYGOTOWANIE ROZDRABNIACZA
DO BADAN

I HOMOGENIZATORA

Przed uzyciem ww. stykajace
sie bezposrednio z badang préba nalezy doktadnie

aparatéw ich czesci

wymy¢ 1 osuszy¢. CzesSci aparatédw nie osadzone na
state, jak pojemniki, nozyki tngce, nalezy wyja-
fowi¢ w suszarce (w ciggu 2 godz w temperaturze
160°C) lub autoklawie (w ciggu 0,5 godz w tempe-
raturze 121°C).

doktadnie
osadzone na

Przedmioty te nalezy sterylizowaé
opakowane w papier.
state,

wymyciu
nalezy przemy¢ skazonym alkoholem

1ic.

CzesSci urzadzen
a stykajace sie roéowniez z badang prébag, po
i osuszeniu,

bezposrednio przed uzyciem

i ostroznie opa-
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3. PRZYGOTOWANIE SZKtA LABORATORYJNEGO DO BADAJT

3.1. Mycie szkd#a nowego. Nowe szkdo nieuzywane
W celu usuniecia niepozadanych substancji

licznych nalezy umiesci¢ na kilka godzin w 1-pro-

alka-
centowym roztworze kwasu solnego lub wygotowaé¢ w
Nastepnie
a poézniej

nalezy szkto
kilka-

nim w ciggu 15+20 min.
wyptuka¢ w wodzie wodociggowej,
krotnie w destylowanej.

3.2.
tosci

Mycie szk#a uzywanego.
za

Po usunieciu zawar-

szkto nalezy wymy¢ pomocg szczotki w
cieptej wodzie z dodatkiem detergentu
nego (Ludwik, Kokosal, FF itp.), nastepnie doktad-
nie wyptuka¢ w cieptej wodzie biezacej i kilka-
krotnie w wodzie destylowanej.

Pipiety silnie zanieczyszczone substancjami orga-
nicznymi lub
niami, nie dajacymi
nalezy po usunieciu zawartosci

syntetycz-

zanieczyszcze-
sposoéb,
i wymyciu zanurzyc
po
czym nalezy doktadnie wyptuka¢ w wodzie biezacej,
a nastepnie kilkakrotnie w wodzie destylowanej.

inne rodzaje szkta z
sie usungé w powyzszy

co najmniej na 24 godz w mieszaninie chromowej,

Szczegblnie ostroznie nalezy obchodzi¢ sie ze
szktem (np. ptytkami, probdéwkami), ktére bezpo-
Srednio kontaktowato sie z drobnoustrojami choro-

botwérczymi. Szkdo zawierajace drobnoustroje cho-
robotwércze umieszcza sie w pojemniku z pokrywg
specjalnie do tego celu przeznaczonym i wyjatawia

w autoklawie w temperaturze 132°C przez 30 min.
3.3. Wyjatawianie szkka. Szkio
wyjatawiania powinno by¢ doktadnie wymyte i

przeznaczone do
wy -
suszone.

Szkto do wyjatawiania nalezy przygotowa¢ w spo-
ptytki Petriego zawija sie w pa-
lub po kilka) albo
metalowych tubusach. Proboéwki
i zawija doktadnie papierem w

s6b nastepujacy:
pier (pojedynczo umieszcza w
korkuje sie korkami
paczki

z waty za-

wierajgce po 10 + 20 sztuk. Kolby ptaskodenne i
kolby stozkowe korkuje sie podobnie jak probéwki
i naktada na korek kapturek z papieru. Pipety po
umieszczeniu w ich gérnym otworze wacika pakuje
sie w papier pojedynczo lub po kilka,

sznurkiem, lub umieszcza w specjalnych
Rurki szklane na pipety pasterowskie

obwigzujac
tubusach.

pociete na

ROZTWORY
1. ROZTWORY PODSTAWOWE 1 BARWNIKI

1.1. Do pH
roztworéw uzywa¢ 10-procentowego wodorotlenku so-

Postanowienia ogdélne. regulowania

dowego i 10-procentowego kwasu solnego.

1.2.

Woda destylowana 1000 ml.

Pepton Peptobak (Bacutil) 1 g.

Chlorek sodowy 8,5 g.

Pepton i chlorek sodowy rozpusci¢ w wodzie przez
gotowanie, doprowadzi¢ pH 7,2 + 7,4 i
rowo do butelek (najczesciej po 180 ml).

P4yn do rozcienczania (detoksyfikacji)

rozla¢ mia-
Steryli-

odcinki i zatkane z obydwu
kohcow wata pakuje sie w papier po 20 + 30 3Ztuk.

Naczynia z korkiem doszlifowanym wyjatawia sie na-

o ddugosci okoto 15 cm

stepujaco: otwdr zawija sie papierem i obwigzuje
sznurkiem, oddzielnie zawija sie w papier korek i
przywigzuje do szyjki naczynia. Szk#o wyjatawia

sie suchym powietrzem w suszarce w ciagu 2 godz w

temperaturze 160°C, liczac od czasu osiagniecia
tej temperatury. Po ukonczeniu sterylizacji szkio
wyja¢ po spadku do temperatury ponizej 5cfc. Szkdo

mozna wyjatawia¢ w temperaturze 170 + 175°C przez
1 godz. Stosowanie wyzszych temperatur moze spo-
wodowa¢ zweglenie korkéw i opakowan papierowych.

3.4.
+owione przechowywaé¢ w czystych
laboratoryjnych.

Przechowywanie jatowego szkka. Szklo wyja-
i szczelnie zam-

knietych szafach

4. PRZYGOTOWANIE FILTROW BAKTERIOLOGICZNYCH DO
STERYLIZACJI ROZTWOROW

Saczki nie
dokrecajac catkowicie nasadki,
z aparatem w autoklawie po owinieciu gornej czes-
ci aparatu w papier. Przed uzyciem filtru nasadke
nalezy dokreci¢. Saczki Coli 5 wyjatowic
gotowanie w ciggu 30 min w wodzie destylowanej i
naktada¢ z zachowaniem warunkéw jatowosci do apa-

Seitza nalezy zaktada¢ do aparatu,

i wyjatawia¢ wraz

przez

ratu uprzednio wyjatowionego. Swiece Chamberlanda

po wymyciu i wysuszeniu wyzarzy¢ w piecu muflowym
w temperaturze 500°C,
wyjatawia¢ wraz z korkiem gumowym dopasowanym
kolby ssawkowej po owinieciu catosci w papier.

wyjatawiac

przemy¢ woda destylowang i
do
Kolbe ssawkowg owinieta w papier od-
dzielnie w suszarce.

1 przykrywkowe uzywane
detergentoéw

Szkietka przedmiotowe
nalezy gotowa¢ w wodzie z dodatkiem
i nastepnie w wodzie biezacej,

przez 30 min osu-

szy¢ i przechowywa¢ w naczyniu z mieszaning alko-

holu etylowego i eteru etylowego w
Szkto zawierajace hodowle drobnoustrojoéw nalezy

przed przystapieniem do mycia odkazac¢ przez:

a) gotowanie przez 30 min w aparacie Kocha,

stosunku 1:1.

b) umieszczenie w ptynie odkazajgcym (2-procen-
towym lizolu lub 5-prooentowym sterinolu) na
12 godz.

1
PODLOZA

zowa¢ w temperaturze 121°C w cigagu 20 min. Kohco-

we pH powinno wynosic¢ 7,0.
1.3. Fizjologiczny roztwér chlorku sodowego

Woda destylowana 1000 ml.
Chlorek sodowy 8,5 g.
Wszystkie sktadniki
do butelek.
Sterylizowa¢ w temperaturze 121°C w ciagu 20 min,

rozpusci¢ w wodzie i rozlac¢

pH kohcowe powinno wynosi¢ 7,0 (%0,1)
1.4. P#yn Lugola 1:1 (do wykrywania
strojow rozktadajacych skrobie)
Woda- destylowana 600 ml.

droonou-
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Jod 1 g.

Jodek potasowy 2 g.

Jodek potasowy rozpusci¢ w kilku ml wody,
i po jego catkowitym rozpuszczeniu uzupednic

dodac
jod
pozostata wodg.

1.5. Fiolet krystaliczny

Roztwor A

Fiolet krystaliczny 0,4 g.

Alkohol etylowy 96-procentowy 10 ml.

Roztwér B

Fenol, roztwér wodny 1-procentowy 100.ml.

Zmieszac¢ roztwory A i B.

1.6. Fuksyna fenolowa

Roztwor A

Fuksyna zasadowa 0,3 g.

Alkohol etylowy 96-procentowy 10 ml.

Roztwér B

Fenol, roztwér wodny 5-procentowy 100 ml.

Zmiesza¢ roztwory A i B. Do

barwienia uzywac

roztwér fuksyny destylowang

10 + 20-krotnie.
1.7. P#yn Lugola (do barwienia preparatéw meto-

dg Grama).

Woda destylowana 300 ml.

Jod 1 g.

Jodek potasowy 2 g.

Jodek potasowy rozpusci¢ w Kilku mililitrach wo-
dy, dodac¢ jod
uzupednié¢ pozostata wodg.

1.8. 0Odczynnik Kovaca (do wykrywania indolu)

p-Dwumetyloaminobenzaldehyd 5 g.

Alkohol amylowy 96-procenotwy 75 ml.

Kwas solny stezony 25 ml.

Aldehyd rozpusci¢ w alkoholu ogrzewajac w tem-
peraturze 55°. Oziebi¢ i doda¢ kwas.
w ciemnej butelce w temperaturze okodo 4°C.

rozcienczony woda

i po jego catkowitym rozpuszczeniu

Przechowywac

2. PODLOZA BAKTERIOLOGICZNE

2.1.
pod+6z uzywaé¢ 10yprocentowego wodorotlenku
wego lub 10-procentowego kwasu solnego.

2.2. Bulion zwykty przygotowa¢ z Suchego bulio-
nu miesnego produkowanego przez Wytwérnie Surowic
i Szczepionek w Warszawie BIOMED zgodnie ze
sobem zamieszczonym na opakowaniu.

Postanowienia ogélne. Do regulowania pH

sodo-

spo-

W przypadku braku podtoza w stanie suchym nale-
zy przygotowa¢ je wg nastepujacego przepisu:

wyciag miesny 1000 ml,

pepton Peptobak (Bacutil) 10 g,

chlorek sodowy 5 g.

Przygotowanie wyciggu miesnego: wotowe w

1000 g bez kosci,

mieso

ilosci oczyszczone z thuszczu

i Sciegien, zemle¢ w maszynce i zala¢ 2000 ml wo-
dy wodociaggowej .

Odstawi¢ na noc do chtodni (okoto +4°C). Na-
stepnego dnia gotowa¢ przez 30 min, przesgczyc

przez ptétno, dopeini¢ wodg destylowang do 2 1 i
rozla¢ do kolb.

przez 20 min.

Sterylizowa¢ w temperaturze 128°C

Przed uzyciem przesaczy¢ zimny wyciag przez bi-
bute.

Przygotowanie poddoza: rozpusci¢ w wyciggu mies-

nym pepton i chlorek sodowy. Doprowadzi¢ pH 7,8 4
7,9, gotowa¢ kilkanascie minut, przesaczy¢ przez
bibute i rozla¢ do kolb. Sterylizowa¢ w tempera-
turze 121 C przez 20 min, Koncowe pH powinno wy-
nosi¢ 7,4 + 7,6.

2.3. Agar z ekstraktem drozdzowym

Woda destylowana 1000 ml.

Ekstrakt drozdzowy 2,5 g.

Pepton Peptobak (Bacutil) 5 g.

Agar 15 g.

Sktadniki rozpusci¢ w wodzie na gorgaco, dopro-
wadzi¢ pH 7,4 + 7,5 i rozla¢ do kolb. Sterylizo-

waé¢ w temperaturze 121°C przez 20 min.
powinno wynosi¢ 7,0 + 7,2.

2.4. Podtoze z zb6icig i zielenig brylantowa

Woda destylowana 800 ml.

264¢ wokowa 200 ml.

Pepton Amonobak (Bacutil) 10 g.

Laktoza 10 g.

Zielen brylantowa,
13,3 ml.

Do wody destylowanej doda¢ z64¢ i pepton.
pusci¢ sktadniki i doprowadzi¢ pH do 7,4, zagoto-
waé, przesgczy¢ przez bibute, doda¢ laktoze i zie-
len brylantowg. Rozla¢ po 10 ml do probéwek rur-
kami Durhama. Sterylizowa¢ w temperaturze 117°C w

Koricowe pH

roztwér wodny O0,l-procentowy

Roz-

ciggu 30 min. Koncowe pH powinno wynosié¢ 7,1+7,4.
2.5. Podtoze Endo (modyfikacja PZH)
Woda destylowana 2000 ml.
Bulion zwykd#y 1000 ml.
Pepton 20 g.
Chlorek sodowy 10 g.
Agar 60 g.
Laktoza 30 g.
Fuksyna zasadowa, roztwér alkoholowy 3-procen-
towy 30 ml.
Siarczyn sodowy bezwodny, roztwér wodny 10-pro-
centowy okoto 160 ml.
i wody doda¢ pepton,
rozpusci¢ w parze

Do bulionu chlorek

agar i laktoze,

sodowy
biezacej. Do-
kolb.

min.

prowadzi¢ pH do 7,8 i rozla¢ po 150 ml do

Sterylizowa¢ w temperaturze 117°C przez 30
Przed rozlaniem na ptytki do rozpuszczonego
+oza doda¢ na kazde 150 ml pod#oza
1,5 ml fuksyny i 8 ml siarczynu sodowego (kazdo-
razowo $Swiezo przygotowanego) do uzyskania barwy
Petriego.

pod-
okoto 1+

bladorézowej, po czym rozla¢ na ptytki

PHytki z kompletnym podtozem mozna przechowywac
w ciemnym chdtodnym (4°C) miejscu nie dduzej niz
2 tygodnie.

2.6. Woda peptonowa (do préby na indol)

Woda destylowana 1000 ml.

Pepton Peptobak (Bacutil) 10 g.

Rozpusci¢ w wodzie pepton przez gotowanie. Do-
prowadzi¢ pH do 7,2, zagotowa¢, przesaczy¢ przez

bibute, rozla¢ do matych probéwek i sterylizowa¢ w
temperaturze 121° przez 20 min. Po przygotowania
sprawdza sie za pomocg odczynnika Kovaca czy samo

podtoze nie daje reakcji na indol.
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2.7. Agar z zottkiem jaja
Bulion zwykty (2.2) 1000 ml.

Agar 15 g.
Emulsja zéttka jaja, roztwdér 10-procentowy w So-
li fizjologicznej (1-3) 100 ml.

a) Przygotowanie emulsji zéttka jaja:

jajo umy¢ woda z myddtem, wytrze¢ watg zwilzong w

Swieze

alkoholu i opali¢, 10 ml zoktka przenies¢ do ja-
+owego stoika, z doszlifowanym korkiem, zawiera-
jacego 90 ml roztworu fizjologicznego i szklane

perekki,
b) Przygotowanie podtoza:

zawartos¢ doktadnie wymieszac.
w bulionie

7.9,
temperaturze 121°C przez 20 min,
agar

rozpusci

¢
agar, doprowadzi¢ pH 7,6 + sterylizowa¢ w
rozpuszczony i
ostudzony do temperatury 50°C zamiesza¢ z
emulsja z6ttka jaja i1 rozla¢ na phytki.

2.8. Agar z krwiag

Bulion zwykd#y (2.1) 1000 ml.

Agar 20 g.

Krew barania jatowa, odwkdékniona 100 ml.
doprowadzi¢ pH 7,8+
121°C przez

temperatury

W bulionie rozpusci¢ agar,
7,9. Sterylizowa¢ w temperaturze
20 min. Rozpuszczony i ostudzony do
50°C agar zmieszac¢ zkrwig baranig i rozla¢naptytki.

2.9. Agar ze skrobig wg Waksmana.

Woda destylowana 500 ml.

Fosforan dwupotasowy (KgHPOM) 1 g.

Chlorek sodowy 1 g.

Siarczan amonu (NH~/gSO0™) 2 g.

Weglan wapniowy 5 g.

Agar 20 g.

Skrobia ziemniaczana, roztwér wodny 2-procento-
wy 500 ml.

10 g skrobi ziemniaczanej zawiesi¢ w 800 ml wo-

i ogrzewa¢ na 4azni wodnej przy
woda do objetosci
sole, z
wyjatkiem weglanu wapniowego, doprowadzi¢ do 6,2
pH, po czym doda¢ weglan wapniowy zawieszony Ww
10 ml wody i Podtoze dobrze wy -
mieszac Sterylizo-

wa¢ w temperaturze 117°C przez 30 min.
2.10. Podtoze SF (z kwasnym seleninem sodowym)

Woda destylowana 1000 ml.

dy destylowanej
ciagtym mieszaniu. Odparowac

500 ml. W wodzie destylowanej rozpuscic

roztwor sskrobi.
i rozla¢ do mniejszych naczyn.

Kwasny selenin sodowy 4 g.

Pepton Aminobak (Bacutil) 5 g.

Fosforan jednosodowy (NaHgPO™) 3 g.
Fosforan dwusodowy (HagHPO™ « 12 HgO) 16 g.

Laktoza 4 g.
Sktadniki rozpusci¢ na goraco,

7,0+7,1, zagotowac,
zla¢ do jatowych kolb po okoto 50 ml.
v/yjatawla¢ pod

gdyz
ktéry wptywa ujemnie na jakos¢ pod-

doprowadzi¢ pH
przesaczy¢ przez bibute i
Gotowa¢ w

ro-
parze biezacej przez 20 min. Hie

cid$nieniem i nie gotowa¢ dtuzej, powstaje
czerwony osad,

toza.
2.11. Poddoze z czterotionianem sodowym

Bulion o pH 7,4 + 7,6 (2.2) 900 ml.

Weglan wapniowy 45 g.

Jod w roztworze wodnym jodku potasowego 20 ml.
Tiosiarczan sodowy (NagSgO™ < 5HgO), roztwédr wod-

ny 50-procentowy 100 ml.

264¢ bydleca 50 ml.

Zielen brylantowa,
10 ml.

Przygotowanie sk#adnikoéw:

roztwér wodny O,l-procentowy

a) weglan wapniowy wyjatawia¢, w kolbie pojem-
nosci 2 1, w suszarce o temperaturze 160°C przez
60 min,

b) jod w jodku potasowym - 25 g jodku potasowe-
go rozpusci¢ w 20 ml wody destylowanej i dodac¢

20 g joduj po rozpuszczeniu jodu, dopedni¢ woda
destylowang do 100 ml,

c) tiosiarczan sodowy - 50 g tiosiarczanu sodo-
wego rozpusci¢ w 100 ml wody destylowanej i wyja-
towi¢ w autoklawie 121°C przez
20 min,

d) z6#¢ bydleca - przesgczy¢ przez wate

w temperaturze

i wyja-
tawia¢ w autoklawie w temperaturzel2l1°Cprzez20min.

Przygotowanie podtoza: do kolby z weglanem wa-
pniowym doda¢ w sposéb jatowy bulion, roztwér jo-

du, tiosiarczan sodowy, z64¢ i zieleh brylantowa,

doktadnie wymiesza¢ i rozla¢ do kolb po okoto
50 ml. Wyjatawia¢ dwukrotnie w parze biezacej
przez 20 min.

2.12. Podtoze Mac Conkey”. Podtoze przygotowac

Mac Conkey-a, produkowanego
i Szczepionek w Warszawie

z Suchego podtoza
przez Wytwérnie Surowic
BIOMED zgodnie ze sposobem podanym na opakowaniu.

W przypadku braku podtoza w stanie suchym nale-
zy przygotowa¢ je wg nastepujacego przepisu:

woda destylowana 1000 ml,

pepton Proteobak (Bacutil) 20 g,

laktoza 10 g,

chlorek sodowy 5 g,

bezoksycholan sodowy 0,9 g,

agar 17 g,

czerwien obojetna, roztwér l1-procentowy wodny3ml,
fiolet krystaliczny, roztwér wodny O,l-procento-

wy 1 ml.

Wszystkie sktadniki, oprécz czerwieni obojetnej,

fioletu krystalicznego i rozpusci¢ w wo-
dzie goracej doprowadzi¢ pH 7,3+7,4,
przesaczy¢ przez wate, dodac¢ barwniki i

wyjatawia¢ w temperaturze 117°C przez 20 min.

laktozy,
zagotowac,

laktoze,
Ro-
zla¢ na ptytki, pH koncowe powinno wynosi¢ 7,1.

2.13. Podtoze SS (Salmonella-Shigella). Podtoze
przygotowa¢ z Suchego podtoza agarowego SS produ-
kowanego przez Wytwérnie Surowic i Szczepionek w
Warszawie BIOMED zgodnie ze sposobem podanym na
opakowaniu.

W przypadku braku podtoza w stanie suchym nale-
zy przygotowa¢ je wg nastepujacego przepisu:

bulion zwykd#y (2;2) 1000 ml,

tiosiarczan sodowy (Nag”O-j = SHgO) 8,5 g,

cytrynian sodowy (Ra™“"CgH"ON < 2170) 8,5 g,

dezoksycholan sodowy 2 g,

agar 20 g,

cytrynian zelazowy (FeCgH™"O™) 1 g,

laktoza 10 g,

czerwien obojetna, roztwér

2,6 ml,

wodny 1-procentowy
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zielen brylantowa,roztwér wodny 0,05-procentowy
0,66 ml.

W goracym bulionie rozpusci¢ dezokaycholan so-
dowy, tiosiarczan sodowy, cytrynian sodowy i agar.
Doprowadzi¢ pH do 7,6, zagotowac,przesgczy¢ przez
wate,doda¢ cytrynian zelazowy, rozpuszczony w
10 ml wody destylowanej, laktoze
towa¢ i rozla¢ na phytki. Nie sterylizowac.

i barwniki,zago-

2.14. Podtoze Sottysa.
Suchego podtoza Sottysa,

Podtoze przygotowac z
produkowanego przez Wy-
twérnie Surowic i Szczepionek w Warszawie BIOMED
zgodnie ze sposobem podanym na opakowaniu.

W przypadku braku pod¥oza w stanie suchym nale-
zy przygotowa¢ je wg nastepujgcego przepisu:

bulion zwykty (2.2) 700 ml,

agar 20 g,

taurocholan sodowy 3,5 g,

mleko odtduszczone 300 ml,

fuksyna kwasna, roztwér wodny 5-procentowy 10 ml,

czerwien obojetna, roztwér wodny 1-procentowy

5 ml,

zielen brylantowa, roztwdér alkoholowy 5-procen-
towy 14 ml.

Do bulionu doda¢ agar i taurochlan sodowy, za-
gotowa¢, ochtodzié¢ do temperatury pokojowej, do-
prowadzi¢ pH 7,4 + 7,6,

i wyjatawia¢ w temperaturze 121°C przez 20

rozla¢ miarowo do butelek
min.
Do wyjatowionego i rozpuszczonego podtoza
wego z taurocholanem doda¢ meleko
117°C przez 20 min oraz barwniki, dobrze
Podtoze powinno miec¢ bar-

agaro-
wyjatowione w
wymie-
sza¢ i rozla¢ na phytki.

we ciemnozielong z odcieniem niebieskim.

2.15. Podtoze Wrzoska

Wyciag z watroby 1000 ml.

Pepton Aminobak (Bacutil) 10 g.

Chlorek sodowy 5 g.

Glukoza 5 g. 3

Kostki watroby okoto 0,5 cm .

Przygotowanie wycigagu z watroby:
jana w duze kawatki gotowaé przez pét godziny z
1 kg watroby na

watrobe pokra-
wodg destylowang w stosunku
2200 ml wody,
jatawia¢ w temperaturze 121°C przez 20 minj wy -
ciag z watroby mozna zastgpi¢ wyciagiem miesnym.
Przygotowanie watroby w kostkach: watrobe
towang w podany sposéb pokraja¢ w kostka,
0,85-procentowym roztworem chlorku sodowego

wyciag przesaczy¢ przez piotno iwy-

ugo-
zalac¢
i wy-

jatowi¢ w temperaturze 121°C przez 20 min. Przed
sporzadzeniem poddoza Wrzoska nalezy kostki wag-
troby sptuka¢ na sicie wodg biezacy.

Przygotowanie wkasciwego podtoza: rozpuscié pe-

pton i chlorek sodowy, w wyciggu, doprowadzi¢ pH do
8,2,zagotowac¢, sprawdzi¢ pH 1 przesaczy¢ przez
bibute. Dodac¢ glukoze, rozla¢ do probowek, do kté-

rych uprzednio wkozono pokrajang w kostke wyjato-
wiong watrobe (po 2 kostki na probéwkay), pokryé
ptynng jatowg parafing. Wyjatawiaé w temperaturze
117°C przez 30 min
cha, pH koncowe powinno wynosi¢ 7,4 + 7,6.

lub trzykrotnie w aparacie Ko-

2.16. Agar cukrowy
Bulion zwykdty (2.2) o pH 7,8 1000 ml.
Glukoza 10 g.
Agar 20 g.
Do rozpuszczonego bulionu doda¢ glukoza, roz-
pusci¢ i rozla¢ do kolb.
Steiylizowa¢ w temperaturze 117°C przez 30 min.
2.17. Agar wodny
Woda destylowana 1000 ml.
Agar 20 g.
Agar rozpuscié¢ w wodzie.
turze 121°C przez 20 min.
2.18. Podtoze Wilson-Blalra (dla beztlenowcéw)
Agar cukrowy (2.16) 1000 ml.
roztwér 8-procentowy 10 ml.
roztwér 10-procentowy

Wyjatawiac w tempera-

Chlorek zelazowy,

Wodorotlenek sodowy,
6,0 ml.

Siarczyn sodowy, roztwér 20-procentowy 100 ml.

Agar na bulionie z glukozg rozla¢ do kolb po
100 ml 117°C przez
30 min.

Oddzielnie przygotowac
rze 117°C przez 30 min roztwory chlorku zelazowe-
go, wodorotlenku sodowego i siarczanu sodowego.

Przed uzyciem agar rozpusci¢ i ostudzi¢ do tem-
doda¢ przygotowane odczynniki i do-
rozla¢ na ptytki.

i wyjatawia¢ w temperaturze

i wyjatowi¢ w temperatu-

peratury 50°C,
k#adnie wymieszac,

2.19. Agar na brzeczce

Brzeczka stodowa 5+10° Big 1000 ml.

Agar 20 g.

Brzeczke stodowg rozcienczy¢ woda destylowang

do uzyskania 7 +1° Big. Doprowadzi¢ pH 6,0+6,2.

Doda¢ agar i po rozpuszczeniu rozla¢ do kolb.
Sterylizowa¢ w temperaturze 117°C przez 20 min,

koncowe pH powinno wynosi¢ 5,6.

ZALACZNIK 4

BARWIENIE PREPARATOW METODA GRAMA

1. Wykonanie barwienia. Utrwalony w ptomieniu

preparat pokry¢ roztworem fioletu krystalicznego
(zatacznik 3 p. 1.5).

Po 2+3 min barwnik usunga¢, a preparat zalac¢ ply-
1.7). Po 1+2 min pd4yn

a preparat przemywac¢ alkoholem ety-

nem Lugola (zatacznik 3 p,
Lugola zla¢,
lowym tak d#ugo,
hol bedzie bezbarwny.

az sptywajacy ze szkietka alko-

Nastepnie sptuka¢ woda i na

preparat nanies¢ roztwér fuksyny zasadowej (za-
1.6). Po uptywie 15 + 20 s preparat
wysuszy¢ bibutg i oglada¢ pod

+acznik 3 p.
sptukaé¢ woda,
sja-

2. Interpretacja wyniku.

imer-

Bakterie Gram-dodatnie

pozostajg zabarwione na Ffioletowo, a bakterie
Gram-fUjemne odbarwiajg sie i

fuksyna na czerwono.

zostaja zabarwione
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flgcPAWWP PPCAffio™

1. Inst.vtuc.la opracowujgca norme - Zaktad Badawczy Erze-

ngrshbu Piekarskiego, Warszawa.

2. Normy zwigzane
1H-64/A-04023 Artykuty zywnosciowe. Wykrywanie drobnoustro-
Jjow z rodziny Enterobacteriaoeae.
HI-72/A-74001 Przetwory zbozowe. Pobieranie proébek
PN-69/A-74250 Wyroby nietrwate.

ciastkarskie Pobieranie

prébek

IH-70/A-74104 Pieczywo. Pobieranie proébek

HI1-75/A-04024 Produkty zywnosciowe.. Wykrywanie i ilosciowe
rozmnazanie gronkowcéw chorobotwérczych koagulazo-dodat-
nich

3. Autorzy -jro.iektru normy - dr inz. Elzbieta  Staszewska,

mgr Mieczystawa Janik.



BN-84/8070-06 Na str. 8, w Zalgczniku 4, w p. 2.5, zamiast: Jod 10 g powinno byé: Jod 10 g
oraz zamiast: Jodek potasowy 20 g; powinno by¢: Jodek potasowy 2,0 g.



